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(57) Abstract 



The invention concerns a method for obtaining transgenic plants expressing a protein activity producing H2O2 comprising the following 
steps which consist in: (a) transforming plant cells with Agrobacterium rhizogenes containing a vector bearing a gene coding for a protein 
producing H2O2 in a context which enables its expression in the plant; (b) selecting transformants which contain and express said gene by 
a peroxydase colorimetric test; (c) regenerating the plants from selected roots and controlling the expression of the resulting plantlets by a 
peroxydase colorimetric test; (d) phenotypic screening and optionally molecular analysis of the transgenic plants progeny, enabling to select 
and confirm the resulting transgenic plants containing only the transgene and not the T-DNA belonging to the Agrobacterium rhizogenes. 
The invention is useful for obtaining transgenic plants. 



(57) Abrege' 

La pr6sente invention a pour objet un proedde pour Tobtention de plantes transg6niques exprimant une prot6ine a activite productrice 
de H2O2, qui comprend les 6tapes suivantes de: (a) transformation de cellules v6gdtales par Agrobacterium rhizogenes contenant un vecteur 
porteur d'un gene codant pour une proteine productrice de H2O2 dans un contexte qui permet son expression dans le vegetal; (b) selection 
des transformants qui contiennent et expriment ce gene par un test colorim6trique a la peroxydase; (c) r£g6n6ration des plantes a partir des 
racines selectionnees et controle de V express ion des plantules obtenues par un test colorimetrique a la peroxydase; (d) tri ph6noty pique 
1 et eventuellement analyse moleculaire de la descendance des plantes transgdniques, permettant la selection ou la confirmation des plantes 

transg6niques obtenues contenant seulement le transgene et non FADN-T propre a A, rhizogenes. Application: obtention de plantes 
transgeniques. 
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Procede d'obtention de plantes transgeniques exprimant une proteine a 
activite productrice de peroxvde d'hvdrogene par transformation par 

Agrobacterium rhizogenes 

5 L' invention conceme le domaine de la transformation genetique des 

plantes par Agrobacterium rhizogenes, combinee a Tutilisation d'un gene codant 
pour une proteine a activite productrice de peroxyde d'hydrogene et notamment 
T oxalate oxydase. 

L'objet de la presente invention est un procede d'obtention de plantes 
10 transgeniques, caracterise en ce qu'il utilise une transformation par Agrobacterium 
rhizogenes associee a un tri visuel des evenements de transformation, base sur la 
coloration, simple a mettre en oeuvre et rapide, des racines transformees exprimant 
le transgene. 

Depuis que les premiers essais aux champs, done hors confinement, de 

15 plantes transgeniques ont eu lieu en 1986, Tusage d'un gene de resistance a un 
antibiotique comme gene de selection a fait Tobjet de nombreuses critiques 
(Casse-Delbart et Tepfer, Biofutur, (1990), Juin ; 56-59, ainsi que Bryant et 
Leather, Tibtech, (1992), 10, 274-275). Bien que les possibilites d'une 
transmission de genes de la plante transgenique a des bacteries du sol n'aient pas 

20 ete mises en evidence, l'utilisation de genes de resistance a des antibiotiques est 
tres mal penjue par certains auteurs (Heinemann, TIG, (1991), 7, 181-185). 

De nombreux substituts au gene de resistance a la kanamycine ont ete 
proposes (Ratner, Bio-Technology, (1989), 7, 337-341) mais la plupart de ces 
genes de resistance a un autre antibiotique ou a un herbicide, conduisent a des 

25 objections semblables ou a des difficultes techniques de mise en oeuvre. 

L'utilisation de Toxalate oxydase comme gene de selection offre une 
alternative aux systemes precedents. Mise en evidence chez certaines plantes, cette 
proteine est capable de degrader Tacide oxalique, qui est une phytotoxine produite 
lors de Tinfection par de nombreux pathogenes de plantes. 

30 Une premiere application de Toxalate oxydase a ete la production de 

plantes transgeniques resistantes aux pathogenes du genre Sclerotinia 
(WO 92/14824). 
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La demande de brevet WO 94/13790 decrit une nouvelle utilisation de 
I' oxalate oxydase en remplacement de la kanamycine, dans un systeme de pression 
selective des transformants. Selon le procede decrit dans WO 94/13790, seuls les 
transformants (cals) contenant le gene de 1 'oxalate oxydase, survivent a une dose 
sublethale determinee decide oxalique, presente dans le milieu. Mais la 
preparation des milieux de selection (dose d'acide oxalique, chelateurs de 
calcium) est lourde et contraignante. 

Jusqu'ici, r oxalate oxydase etait utilisee couplee a r agent toxique, 
Tacide oxalique, dans une perspective de pression selective, alors que dans le 
procede de la presente demande il est utilise comme simple marqueur pour un tri 
visuel des transformants. Pourtant, cette proteine ne semblait pas etre a priori un 
bon candidat comme marqueur, puisqu'elle etait fortement exprimee chez des 
plantes infectees par un pathogene, d'ou un risque important de fausser les 
resultats (faux positifs, par exemple). De plus, l'enseignement de la demande de 
brevet WO 94/13790 n'encourageait pas Thomme du metier a utiliser un test 
colorimetrique pour la selection des transformants, puisqu'un tel test permet de 
selectionner des evenements individualises (cellules transformees) et non des 
evenements eparpilles dans un materiel heterogene comme le cal, issu de la 
transformation par Agrobacterium tumefaciens et contenant en melange des 
cellules transformees et des cellules non-transformees. 

La presente invention propose done un procede d'obtention de plantes 
transgeniques, avantageux en ce quMl supprime les contraintes techniques du 
procede sus-decrit par la combinaison des caracteristiques $ Agrobacterium 
rhizogenes et d'une proteine a activite productrice de H2O2. En particulier, les 
inventeurs exploitent la formation de racines induite par Agrobacterium 
rhizogenes et le phenotype des transformants (feuilles gaufrees, racines 
plagiotropes, entre-noeuds raccourcis) en association avec la production de H2O2 
(peroxyde d'hydrogene) par la proteine pour la mise au point d'un nouveau 
systeme de selection de transformants homogenes. Dans ce systeme le peroxyde 
d'hydrogene produit est revele en presence de peroxydase, pour produire une 
coloration des echantillons de racines transformees. 
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Selon un premier aspect, la presente invention a pour objet un procede 
d'obtention de plantes transgeniques qui comprend les etapes suivantes de : 

(a) transformation de cellules vegetales par Agrobacterium rhizogenes 
contenant un vecteur porteur d'un gene codant pour une proteine a activite 

productrice de H2O2 ; 

(b) selection des transformants qui contiennent et expriment ce gene par 

un test colorimetrique a la peroxydase ; 

(c) regeneration des plantes a partir des racines selectionnees et controle 
de l'expression des plantules obtenues par un test colorimetrique a la peroxydase ; 

(d) tri selon leur phenotype et eventuellement validation par analyse 
moleculaire de la descendance des plantes transgeniques obtenues, permettant la 
selection ou la confirmation de plantes contenant seulement le transgene et non 
l'ADN-T propre a Agrobacterium rhizogenes. 

Le test colorimetrique a la peroxydase mis en oeuvre dans les etapes b) et 
c) du procede de l'invention consiste a incuber un echantillon de tissus vegetaux 
preleves en presence d'un milieu contenant un substrat de la proteine a activite 
productrice de H 2 0 2 , tel que par exemple l'acide oxalique et a relever la formation 
de H 2 0 2 a l'aide de la peroxydase en presence d'un substrat approprie dont 
l'oxydation s'accompagne d'un changement de coloration. La concentration en 
substrat dans le milieu d'incubation n'est pas critique puisque le systeme de tri 
visuel sur echantillon selon la presente invention ne requiert pas la survie des 
cellules, alors que c'est le cas pour le tri selectif "vital" des cellules transformees 
decrit dans la demande WO 94/13790. Dans le cas present, la concentration en 
substrat est avantageusement une concentration saturante pour que 1' activite 
productrice de H 2 0 2 soit favorisee et les produits facilement reveles a la 
peroxydase, sous forme d'une coloration bleue soutenue. L'enseignement de la 
demande WO 94/13790 n'indique pas l'utilisation de concentration en acide 
oxalique superieure a la dose sublethale exemplifies qui est de 3mM ; or il 
s'avere que les concentrations optimales de substrat pour le tri visuel sont bien 
superieures a cette concentration critique. A titre d'exemple, les concentrations 
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d'acide oxalique peuvent etre comprises dans une large gamme allant de 5 a 
50mM et preferentiellement de 10 a 20 mM, en particulier 15 mM. 

Le test colorimetrique effectue a l'etape b) du procede est 
avantageusement realise sur un echantillon de la racine. II peut egalement etre 
effectue sur le milieu liquide d' incubation avantageusement apres 
decontamination des explants (elimination des agrobacteries), sachant que la 
proteine, telle que r oxalate oxydase, peut diffuser a partir du lieu ou elle est 
exprimee. De meme, une revelation sur empreinte laissee par les explants 
transformes sur un milieu gelose ou sur une membrane, est egalement possible. 

Le test colorimetrique effectue a Tetape c) du procede peut etre effectue 
sur un echantillon de tissu vegetal des plantes regenerees. 

Selon l'invention, les cellules vegetales sont transformees par 
Agrobacterium rhizogenes contenant un ADN recombinant comprenant un gene 
codant pour une proteine a activite productrice de H2O2 dans un contexte qui 
permet son expression dans le vegetal. Agrobacterium rhizogenes, qui est decrite 
par exemple par Tepfer, Physiologica Plantarium, (1990), vol. 79 p. 140-146, est 
une bacterie susceptible d'infecter lesdites cellules vegetales en permettant 
Integration, dans le genome de ces dernieres, des sequences d'ADN d'interet 
initialement contenues dans TADN-T A" Agrobacterium rhizogenes. En fait, la 
transformation des cellules vegetales utilise un systeme binaire (Watson in 
Genetic engineering of crop plants, Butterworths, 1990) comprenant deux 
vecteurs : le premier etant le pRi propre a Agrobacterium rhizogenes et 
responsable de la formation des racines transformees ; le second vecteur, de type 
binaire (Bevan, Nuc. Acid. Res. (1984), 12 : 871 1), contient le gene codant pour la 
proteine a activite productrice de H 2 0 2 et preferentiellement pour Toxalate 
oxydase ; ce gene sera denomme ci-apres gene de selection. 

La proteine codee par le gene de selection est une proteine a activite 
productrice de H 2 0 2 - A titre d'exemples de telles proteines, on peut citer les 
NADPH oxydases, oxalate oxydases, amines oxydases, glucose oxydases, etc. 
(Bolwell et Wojtazek, Plant MoL Plant Pathol.,(1998), 51, 347). Les genes codant 
pour ces proteines peuvent etre utilises aux fins de T invention. 
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De preference, on utilisera un gene codant pour une proteine a activite 
oxydase, telle que par exemple l'oxalate oxydase d'orge (commercialism par 
Boehringer, ref. 567698), de sorgho (Pundier, Phytochemistry, (1991), 30, 4, 
1065) ou de mousse Mnhtm menziesii (Laker et al, Clinical Chemistry, (1980), 26, 
5 7, 827). 

Une proteine a activite oxalate oxydase particulierement appreciee est la 
germine de ble, dont la sequence a ete decrite par Dratewka-Kos, J. Biol. Chem, 
(1989), 264, 4896) et Lane, J. Biol. Chem.(1991), 266, 10461). Compte tenu de la 
degenerescence du code genetique, il existe un grand nombre de sequences 
10 nucleotidiques codant pour l'oxalate oxydase, qui peuvent etre egalement utilisees 
aux fins de l'invention. 

L'ADN recombinant comprend le gene codant pour la proteine a activite 
productrice de H 2 0 2 , flanque des moyens necessaires a son expression, 
notamment un promoteur, un terminateur de transcription, et eventuellement une 
15 sequence codant pour un peptide d'adressage d'origine vegetale. 

Le promoteur est de preference un promoteur constitutif fort, par exemple 
le promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur. 

De facon alternative, on peut utiliser le promoteur du gene codant pour le 
facteur d'elongation de plante, tel que le promoteur EF-la decrit dans la demande 
20 de brevet W0 90/02172 ou par Axelos et al. Plant Mol. Biol., (1989), 219 : 1-2, 
106. On peut egalement utiliser un promoteur specifique d'un tissu, un promoteur 
actif au cours d'un stade precis du developpement de la plante, ou un promoteur 
inductible dans des situations de stress, par exemple a la suite d'un choc 
thermique, d'une blessure ou de l'interaction entre la plante et des parasites 
25 (Kuhlemeier et al., Ann. Rev. Plant Physiol., (1987), 38 : 221), si la phase de 
selection necessite l'expression du gene producteur de H 2 0 2 dans ces situations. 

Parmi les autres promoteurs de transcription pouvant etre utilises, on peut 
citer notamment : 

- le promoteur constitutif double 35S (pd35S) du CaMV, decrit dans 
30 l'article de Kay et al., Science, (1987), 236 : 4805 ; 
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- le promoteur chimerique super-promoteur PSP (Ni M et al., Plant 
J.,(1995), 7 : 661) constitue de la fusion d'une triple repetition d'un element 
activateur transcriptionnel du promoteur du gene de l'octopine synthase 
d'Agrobacterium tumefaciens, d'un element activateur transcripuonnel du 
promoteur du gene de mannopine synthase et du promoteur mannopine synthase 
d'Agrobacterium tumefaciens ; 

- le promoteur actine du riz suivi de Tintron actine de riz (PAR-IAR) 
contenu dans le plasmide P Actl-F4 decrit par Mc Elroy et al., (Mol. Gen. Genet., 

(1991), 231 : 150); 

On peut egalement utiliser des promoteurs specifiques de la graine, 

notamment : 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight Glutenine) d'orge decrit 
par Anderson et al., T.A.G., (1989), 77, 689-700 ; 

- le promoteur du gene de y-zeine de mais (Py-zeine) contenu dans le 
plasmide py63, et permettant l'expression dans l'albumen des semences de mais, 
decrit par Reina et al., Nucleic Acid Research, (1990), 18, 6426 ; 

- le promoteur PCRU du gene de la cruciferine de radis permettant 
l'expression des sequences associees uniquement dans les semences (ou graines) 
de la plante transgenique obtenue ; ce promoteur est decrit par Depigny-This et al., 
Plant. Mol., Biol., (1992), 20, 467-479 ; 

- les promoteurs PGEA1 et PGEA6 correspondant a la region 5' non 
codante des genes de la proteine de reserve de graines, GEA1 et GEA6, 
respectivement, VArabidopsis thaliana (Gaubier et al., Mol. Gen. Genet (1993), 
238, p.409-418, et permettant une expression specifique dans les graines ; 

On utilise une sequence terminatrice, comportant des sites de 
polyadenylation, pouvant etre isolee de genes vegetaux ou de genes s'exprimant 
dans les vegetaux, comme par exemple le terminateur du gene de la nopaline 
synthase d'Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al., J. Mol. Appl. Genet 

(1982), 1,561-573). 

Parmi les sequences codant pour un peptide d'adressage d'origine 
vegetale, pouvant etre utilisees dans le cadre de l'invention, on peut citer : 
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- la sequence nucleotidique de 69 nucleotides codant pour le propeptide 
(peptide signal) de 23 acides amines de la sporamine A che^la patate douce, 
permettant l'entree des polypeptides recombinants dans le systeme de secretion 
des cellules vegetales transformees ; 

- la sequence nucleotidique de 42 nucleotides codant pour le propeptide 
N-temiinal d'adressage vacuolaire de 14 acides amines de la sporamine A chez la 
patate douce, permettant 1' accumulation des polypeptides recombinants dans les 
vacuoles des cellules vegetales transformees ; 

- la sequence de 111 nucleotides codant pour le prepropeptide de 37 
acides amines de la sporamine A constitue depuis l'extremite N-terminale vers 
l'extremite C-terminale des 23 acides amines du peptide signal susmentionne 
suivis par les 14 acides amines du propeptide susmentionne, ce prepropeptide 
permettant l'entree de polypeptides recombinants dans le systeme de secretion et 
leur accumulation dans les vacuoles des cellules vegetales transformees selon 

15 1' invention, 

les trois sequences susmentionnees etant decrites par Murakami et al., Plant Mol. 
Biol.,(1986), 7, 343-355 et par Matsuoka et al. dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
(1991),88,834-838. 

- le propeptide carboxyterminal de la lectine d'orge decrit notamment par 
20 Schroeder et al. dans Plant Physiol., (1993), 101, 451-458 et par Bednarek et al., 

dans The Plant Cell, (1991), 3, 1195-1206 ; 

- et le PRS (Pathogenesis Related Protein) de Cornelissen et al. Nature, 
(1986), 321, 531-532 permettant la secretion. 

On peut egalement citer, parmi les sequences codant pour un peptide 
25 d'adressage, celles codant pour les peptides Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) ; Ser-Glu- 
Lys-Asp-Glu-Leu (SEKDEL) ; et His-Asp-Glu-Leu (HDEL) et permettant un 
adressage dans le reticulum endoplasmique. 

Une bacterie, par exemple de l'espece Escherichia coli, qui contient 
l'ADN recombinant defini ci-dessus avec les moyens permettant sa replication 
peut servir au clonage de cet ADN recombinant. Une bacterie susceptible 
d'infecter une plante avec transfert de materiel genetique, Agrobacterium 
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15 



20 



rhizogenes, qui contient cet ADN dans un contexte permettant sa replication, 
servira a transformer des cellules vegetales. 

L'invention conceme egalement une cellule vegetale, caracterisee en ce 
qu'elle est transform^ par l'ADN recombinant defini precedemment. Cette 
cellule vegetale peut provenir d'une espece de grande culture, telle que par 
exemple le mais, le soja, le ble, l'orge, le colza, le toumesol et le po 1S ou d'une 
espece potagere, telle que la laitue, le melon, la tomato, les choux, l'oignon et le 
mais, mais doux de preference. Des especes particulierement appreciees sont le 
colza Brassica napus, le toumesol Helianthus annuus, le tabac Nicotiana 
tabacum, le choux fleur Brassica oleracea et la tomate Lycopersicon esculentum. 
De preference, l'invention conceme des especes qui n'expriment pas l'oxalate 

oxydase de facon endogene. 

L'invention conceme aussi une plante ou partie de plante, caracterisee en 
ce qu'elle contient l'ADN recombinant defmi precedemment et en ce qu'elle a ete 
selectionnee par visualisation de l'activite enzymatique de la proteine a activite 
productrice de H 2 0 2 par utilisation d'un test colorimetrique a la peroxydase, 
applique aux racines issues de culture in vitro ou aux tissus vegetaux preleves sur 
les plantes entieres. Les plantes transgeniques sont regenerees directement a partir 
des racines ou organes selectionnes par le test colorimetrique a la peroxydase. 

Les parties de plantes definies selon l'invention comprennent notamment 
les hypocotyles, hampes de fleurs, petioles et preferentiellement les cotyledons. 
Par partie de plantes, on entend egalement les cellules cultivees in vitro ou les 

cellules de ladite plante. 

Selon un autre aspect de l'invention, la sequence d'ADN recombinant 
15 codant pour une proteine a activite productrice de H 2 0 2 est utilisee pour 
selectionner des cellules vegetales transfonnees avec une sequence d'interet. 

Ainsi l'invention conceme egalement un procede pour l'obtention de 
plantes transgeniques exprimant un gene d'interet, autre que celui de la proteine a 
activite productrice de H 2 0 2 , associe au gene codant pour une proteine productrice 
30 de H 2 0 2 ,qui comprend les etapes suivantes de : 
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(a) transformation de cellules vegetales par Agrobacterium rhizogenes 
contenant un ADN recombinant comprenant a la fois un gene codant la proteine 
productrice de H 2 0 2 et un gene codant pour une proteine d'interet dans un 
contexte permettant leur expression dans le vegetal ; 
5 (b) selection des transformants qui contiennent le gene codant pour la 

proteine d'interet par un test colorimetrique a la peroxydase ; 

(c) regeneration de plantes a partir des transformants selectionnes et 
controle de l'expression des plantules obtenues par un test colorimetrique a la 
peroxydase ; 

0 (d) tri selon le phenotype et eventuellement analyse moleculaire de la 

descendance des plantes transgeniques pour selectionner ou confirmer les plantes 
contenant seulement le transgene et non l'ADN-T propre a A. rhizogenes. 

(e) purification, le cas echeant de la proteine d'interet produite. 
Ce nouveau systeme de revelation immediat sur racine est 
,5 particulierement interessant dans le cas ou le gene d'interet est exprime a un stade 
tardif du developpement ou dans autre organe vegetatif que celui sur lequel est 
effectue la selection ou encore s'il est difficile a mettre en evidence. II est par 
exemple utilisable pour selectionner des evenements de transformation portant sur 
un gene d'interet place sous controle d'un promoteur specifique de la graine ou 
20 specifiquement exprime dans les tissus verts. 

La sequence d'interet peut etre toute sequence d'ADN d'interet 
agronomique ou industriel. Par exemple, elle peut etre impliquee dans une voie 
metabolique donnee, notamment celle des huiles, des amidons, des proteines, des 
acides amines, de la lignine, des composants de la paroi cellulaire ou encore dans 
la voie de resistance aux pathogenes. Cette sequence d'interet peut encore etre 

utilisee en sens ou en antisens. 

Elle peut egalement etre, par exemple, une sequence regulatrice 
avantageuse. Elle peut etre aussi une sequence codant pour une proteine d'interet 
ou pour un precurseur de cette demiere. A litre d'exemple de sequences codant 
30 pour une proteine d'interet, on peut citer les sequences codant pour les lipases. 
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Selon un mode de realisation prefere de Pinvention, la sequence d'interet 
confere aux plantes une resistance aux agents pathogeny, tels que les 
champignons, les bacteries, ainsi que les arthropodes, notamment les insectes, et 
les nematodes. 

5 Une telle sequence d'interet peut etre, par exemple, une sequence codant 

pour une proteine a activite endochitinase ou pour un precurseur de cette derniere. 
On sait en effet, comme decrit dans la demande de brevet WO 92/01792, qu'une 
telle proteine a un effet phytoprotecteur car elle est capable de degrader la chitine, 
polymere polysaccharidique constitue d'unites N-acetyl-glucosamine associees par 

10 des liaisons (3-1,4, qui est un compose structural important de la paroi de la 
plupart des champignons pathogenes, de l'exosquelette des arthropodes, en 
particulier des insectes, et de l'enveloppe externe des ceufs et des cystes de 
nematodes. 

Une sequence interessante codant pour une proteine a activite 
,5 endochitinase ou pour un precurseur de cette derniere, est celle decrite dans la 
demande de brevet WO 92/01792, incorporee par reference. 

Une autre sequence codant pour une proteine a activite endochitinase ou 
pour un precurseur de cette derniere est celle de la chitinase VAphanocladium 
album decrite dans la demande de brevet EP-A1-531 218, incorporee par 
20 reference. 

L'invention conceme egalement les cellules vegetales, caracterisees en ce 
qu'elles sont transformees par l'ADN recombinant defini precedemment, a savoir 
l'ADN recombinant comprenant un gene codant pour une proteine a activite 
productrice de H 2 0 2 et un gene codant pour une proteine d'interet ainsi que les 
25 moyens necessaires a leur expression. Lesdits moyens sont les memes que ceux 
definis precedemment. Ces cellules vegetales peuvent provenir des especes de 
grande culture ou des especes potageres precedemment indiquees. 

L'invention concerne aussi une plante ou partie de plante, caracterisee en 
ce qu'elle exprime la proteine d'interet sus-decrite, avec les moyens necessaires a 
l'expression du gene codant pour une proteine capable de produire H 2 0 2 et 
notamment l'oxalate oxydase. Cette plante ou partie de plante est selectionnee par 



30 



WO 00/22148 



11 



PCT/FR99/02412 



10 



15 



un test colorimetrique de revelation de H 2 0 2 forme sur les racines issues de 
culture in vitro ou de plantes en serre. Les plantes transgenique,s sont regenerees 
directement a partir des racines exprimant le transgene qui sont selectionnees par 
le test colorimetrique. 

Les parties de plantes sont telles que definies precedemment. 
L'invention sera illustree a l'aide des exemples decrits ci-apres. 
Dans cette partie experimental, on utilise le clone gf-2.8 de la germine 
de ble decrite par Lane et al., J. Biol. Chem., (1991), 226, 10461. 

Une grande partie de 1' ensemble des techniques ci-apres, bien connues de 
l'homme du metier, est exposee en detail dans les ouvrages de Sambrook et al. : 
« Molecular Cloning : a Laboratory Manual », publie en 1989 par les editions Cold 
Spring Harbor Press a New York (2* me edition), et dans l'ouvrage de Gelvin et al. : 
« Plant Molecular Biology Manual », publie en 1988 par les editions Kluwer 
Academics. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Transformation de plan tes par le gene de la germine de ble et 
Election des transformants par un test c olorimetrique sur racine 
1-1 Obtention de colza transgenioue 

a) Vecteurs de transformation 
20 Selon un premier mode de realisation de l'invention, la sequence codant 

pour la germine de ble est liguee a la sequence promotrice 35S du virus de la 
mosaique du chou-fleur et a la sequence terminatrice NOS d 'Agrobacterium 
tumefaciens, avant d'etre inseree dans le vecteur binaire pBIN19 (Bevan, Nucl. 
Acid, Res., (1984), 12, 871 1-8721) selon le mode operatoire decrit a la Section 2 
25 de la demande WO94/13790, incorporee par reference. Le vecteur obtenu, nomme 
pPHlOO, est clone dans la souche E. coli HB101 (Clontech). 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, on a opere de la meme 
maniere que ci-dessus en utilisant la sequence promotrice du gene codant pour le 
promoteur du Facteur d'Elongation EF-la isole VArabidopsis thaliana (Axelos et 
30 al, Plant Moi Biol, (1989), 219 :1-2,106) a la place de la sequence promotrice 35S. 
Le nouveau vecteur, nomme p631, est clone dans la souche.£. coli HB 101. 
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La sequence promotrice peut aussi etre la sequence promotrice inductible 
decrite dans la demande de brevet W094/21793 et portee par le^vecteur pPHl 18 
decrit a l'exemple 3 ci-apres. 

b) Transfert dans Agrobacterium rhizogenes 

Le transfert des plasmides sus-decrits est realise selon la methode de 
congelation-decongelation decrite par Gelvin et al. dans Plant Molecular Biology 
Manual susmentionne, avec la souche Agrobacterium rhizogenes A4 decrite par 
Guerche et al. dans Mol. Gen. Genet., (1987), 206, 382. 

Les bacteries sont etalees sur des boites de Petri contenant 100 mg/1 de 
rifampicine et 25 mg/1 de kanamycine. Les colonies qui se forment alors sont 
repiquees plusieurs fois sur le milieu de selection. La presence du gene d'oxalate 
oxydase dans Agrobacterium rhizogenes est verifiee par la methode de Southern, 
sur une preparation d'ADN total (lyse des bacteries, purification de l'ADN par 
extraction a I'aide du melange phenol/chloroforme selon le protocole decrit par 
1 5 Gelvin dans l'ouvrage cite ci-dessus, coupure de l'ADN purifie a I'aide d'enzymes 
de restriction, electrophorese sur gel d'agarose, transfert sur membrane et 
hybridation selon les techniques bien connues de l'homme du metier, 
c) Obtention de racines transformees et selection 

La transformation est realisee selon le protocole de Guerche et al (1987) 
et les differents milieux de culture, dont la composition est presentee dans le 
tableau 1 ci-apres, sont ceux decrits par Pelletier et al. (Mol. Gen. Genet., (1983) 
191,244). 

Des segments de tige sont preleves sur l'extremite apicale de plantes de 
colza (Brassica napus : varietes de printemps Brutor et varietes d'hiver Nickel ou 
Navajo). Ces segments sont sterilises en surface, rinces dans de l'eau sterile, 
decoupes en segments de 1,5 cm de long environ et places dans un tube contenant 
le milieu A. Alternativement, l'explant utilise pour la transformation peut etre 
constitue par des cotyledons preleves sur de jeunes germinations de huit jours 
environ. L'inoculation de l'extremite des segments de hampes, des hypocotyles ou 
30 des petioles de cotyledons est effectuee par depot d'une suspension de la souche 
d -Agrobacterium rhizogenes contenant le vecteur pPHlOO ou le vecteur p631. Des 
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racines transformees apparaissent sur le segment de tige ou sur les petioles de 
cotyledons au bout de 1 a 2 semaines, elles sont prelevees au bout de 3 semaines 
et placees sur le milieu B gelose (15 g/1). Ces racines contiennent l'ADN-T du 
vecteur pRi propre a Agrobacterium rhizogenes seul ou accompagne de l'ADN-T 
du vecteur porteur du gene codant pour l'oxalate oxydase. 

La selection des transformants contenant l'ADN-T des plasmides 
pPHlOO ou p63 1 porteurs du gene codant pour la genuine de ble, est realisee selon 

le protocole suivant : 

- la premiere etape consiste a prelever au scalpel les extremites apicales 
(0,5 a 1cm) de racines cultivees in vitro de preference (stade decontamination ou 
culture liquide) ou de fragments de feuilles de plantes cultivees en serre, et les 
introduire dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml contenant 0,5 ml de melange 
reactionnel « oxalate oxydase » (oxalate de Na 0,015 M dans un tampon succinate 
pH 4 ; 0,05 M). Les tubes contenant les racines sont conservees dans la glace 
jusqu'a la fin du prelevement. 

- la seconde etape est l'incubation des tubes au bain-marie a 37°C 
pendant 1 heure, conditions permettant le deroulement de la reaction catalysee par 
l'oxalate oxydase. 

- la troisieme et derniere etape est la revelation de l'eau oxygenee 
produite dans 1' etape precedente : sont ajoutes successivement au melange 
reactionnel un substrat dont l'oxydation s'accompagne d'un changement de 
coloration ; ce substrat est choisi parmi les composes phenoliques ou les amines 
aromatiques et, par exemple, 0,1 ml de 4-chloro-l-naphtol a 0,3 % dans l'ethanol 
absolu et 0,1 ml de peroxydase a 0,006 % dans le tampon Tris pH 7,6, 50 mM. 
Les tubes sont agites puis incubes au moins 2 heures au bain-marie a 37°C. Une 
coloration bleue est obtenue sur les racines transformees, preferentiellement au 
niveau de la partie apicale et du cylindre central des racines. Ce test colore sur 
echantillon de racine permet la detection des transformants qui ont integre et 
expriment le gene d'oxalate oxydase. 

Les solutions des produits utilises sont decrites ci-apres : 
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Tampon Succinate 0,05M, pH4, QSP 250 ml (conserver a 4°C, 3 semaines 
maximum) 

3,375 g de Succinate de Na, ajuster a pH4 avec HC1 
5 Melange reactionnel « oxalate-oxydase » (preparer extemporanement) 
18 mg d'oxalate de Na dans 10 ml de Tampon Succinate 
Solution mere de 4-Chloro-l-Naphtol (conserver a 4°C) 

0,3 g/1 0 ml ethanol absolu 
Solution d'utilisation de 4-Chloro-l-Naphtol (preparer extemporanement) 
10 0,1 ml solution mere/10 ml Tris 50 mM ; pH 7,6 

Tampon Tris 50 mM ; pH 7,6 QSP 250 ml (conserver a 4°C) 

1,96 g Tris-HCl, ajuster a pH 7,6 avec NaOH 
Peroxvdase (aliquoter et congeler a -20°C) 

6 mg/1 00 ml tampon Tris 50 mM ; pH 7,6 
15 d) Regeneration de plantes transformees et tri phenotypique 

Des fragments de racines selectionnees sont incubes pendant 15 jours sur 
le milieu D contenant 3 mg/1 d'acide 2,4-dichlorophenoxyacetique, puis places 
sur un milieu d 'induction RCC de bourgeons. Les plantes racinees sont ensuites 
obtenues par passages des bourgeons sur les milieux F et G. Les plantes sont 
20 cultivees et auto fecondees pour donner des graines. L' expression des plantes 
regenerees obtenues peut etre facilement controlee par des techniques simples 
(squash, empreinte, dot ou coloration directe sur des fragments de feuilles, de 
tiges, ...). Un tri de la descendance selon les caracteres phenotypiques des plantes 
transformees permet d'eliminer les plantes contenant TADN-T de pRi, qui 
25 presentent notamment des feuilles gau frees et des entre-noeuds raccourcis. Ce tri 
est ensuite confirme par des methodes d'analyse moleculaire. 
1-2 Obtention de chou-fleur transgenique 

Selon le meme protocole, des segments de tige sont preleves sur de 
jeunes fleurs de Brassica oleracea L. var. Botrytis cv. Taroke et transformees via 
30 les souches d' Agrobacterium rhizogenes A4 precitees. Les racines exprimant le 
gene codant pour 1' oxalate oxydase sont selectionnees selon le test colore decrit et 
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mises a regenerer pour Tobtention de plantes transgeniques. Les plantes 
regenerees obtenues sont cultivees en serre, vernalisees puis auto fecondees et leur 
descendance triee sur la base de caracteres phenotypiques et d'analyses 
moleculaires pour ne conserver que les plantes qui contiennent uniquement 
l'ADN-T porteur du gene d'oxalate oxydase. 

1-3 Obtention de cals de tournesol transgeniques 
Des segments de petioles sont preleves sur des plantes de tournesol 
Helianthus anmius (Variete Euroflor Rustica Prograin Genetique) agees de 6 a 10 
semaines. Les segments sont desinfectes par trempage pendant 30 minutes dans 
une solution d'hypochlorite de calcium a 1%. Les segments de petioles sont 
ensuite places dans un tube contenant du milieu de culture de Murashige et Skoog 
gelose. L'inoculation de l'extremite de ces segments est effectuee par depot d'une 
suspension de la souche & Agrobacterium rhizogenes contenant le plasmide 
pPHlOO. Des racines transformees apparaissent ensuite sur le segment de petiole 
au bout de 1 mois environ. Ces racines sont prelevees et placees sur le milieu M 
gelose (Tableau 2, en annexe) additionne de 6g/l d'agarose. 

Une selection des racines exprimant la proteine a activite oxalate oxydase 
est effectuee au stade racine selon le protocole precedemment decrit. Les racines 
positives au test colorimetrique, sont alors repiquees sur le meme milieu, donnant 
des cals entierement transformes qui expriment l'oxalate oxydase. 
1-4 Obtention de tabac transgenique 

La nervure centrale de feuilles de tabac est decoupee en fragments qui 
sont places sur un milieu de Murashige et Skoog (MS) gelose. Ces explants sont 
inocules a Taide d'une suspension de la souche A. rhizogenes contenant le 
plasmide pPHlOO. Les racines qui apparaissent au bout de quelques jours sont 
repiquees sur le meme milieu contenant 500 mg/1 de cefotaxime afin d'eliminer la 
bacterie et transferees ensuite sur un milieu gelose de Murashige et Skoog 
contenant 0,1 mg/1 d'AlA (acide 3-indolyl acetique) et 1 mg/1 de BAP (6-benzyl 
aminopurine). Les bourgeons qui se forment sont repiques sur un milieu MS 
gelose et les plantes obtenues transferees en serre. 
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1-5 Obtention de tomate transgenique 

Des plantes de tomate peuvent etre obtenues selon le meme protocole de 
transformation et selection, a partir de racines de plantes transformees (Shahin et 
al, TAG (1986) 72 :770 ; Morgan et al, Plant Science (1987), 49 :37). 

Exemple 2 : Utilisation de ce procede de selection a la peroxidase pour 
obtenir des plantes transgeniques exprimant un second gene 
d'interet : le gene codant pour une proteine a activite 
endochitinase. 
2-1 Obtention de colza transgenique 
Le vecteur de transformation pPH106, comprenant le gene codant pour la 
germine de ble issu du plasmide pPHlOO sus-decrit et le gene chimerique codant 
pour une activite endochitinase (WO 92/01792), est obtenu selon le procede decrit 
dans la demande de brevet WO 94/13790, incorporee par reference. 

La preparation du vecteur de transformation comprend les e tapes 
suivantes : 

a) preparation du fragment portant le gene codant pour F oxalate oxydase 
Le fragment Hindm-EcoRI de 1420 pb environ du plasmide pPHlOO cite 

dans la section 1-1 de 1'exemple 1 est purifie et redone dans un vecteur pUC19 
selon les methodes bien connues de Phomme du metier. Ce plasmide est ensuite 
linearise grace a Tendonuclease de restriction EcoRI et Textremite cohesive est 
remplie au moyen du fragment de Klenow. Puis, apres coupure par Tendonuclease 
Hindlll, le fragment Hindlll- extrernite franche est purifie. 

b) preparation du fragment portant un gene hybride codant pour une 
proteine a activite endochitinase 

Le fragment Hindlll-EcoRI provenant du plasmide pBRl decrit dans la 
demande de brevet WO 92/01792 exemple 1, incorporee par reference, et 
contenant un gene chimerique codant pour une proteine a activite endochitinase 
qui comprend le promoteur 35S, une sequence codant pour une chitinase hybride 
tomate-tabac et le terminateur NOS est purifie, redone dans le vecteur pUC19, 
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puis le site Hindlll est detruit d'une maniere classique. Le fragment extremite 
franche- EcoRl est purifie. 

c) preparation d'un vecteur de transformation des plantes ne comportant 
pas de gene de resistance a la kanamycine 

Le fragment Nhel-Hindlll comprenant la partie codant pour le gene de 
resistance a la kanamycine est elimine de TADN-T du plasmide pBIN19. 
L'utilisation, selon les methodes bien connues de I'homme du metier, des 
oligonucleotides CTAGCA et AGCTTG, permet de recirculariser le plasmide en 
recreant les sites de restriction Nhel et Hindlll. Le plasmide resultant est ensuite 
linearise par les endonucleases de restriction Hindlll et EcoRI. 

d) assemblage du vecteur de transformation 

On a ligue a l'aide de FADN ligase T4 le gene codant pour Toxalate 
oxydase obtenu en a) ci-dessus et le gene chimerique codant pour une proteine a 
activite chitinase (obtenu en b) ci-dessus) dans un vecteur binaire pBIN19 dans 
lequel on a elimine le gene de resistance a la kanamycine s'exprimant dans les 
plantes (obtenu en c) ci-dessus). Le vecteur obtenu, appele pPH106, est clone dans 
la souche E. Coli HB101 (Clontech). 

Les etapes de transformation, selection et regeneration sont realisees 
selon le protocole fourni dans le premier exemple. 

2-2 Mise en evidence de 1'expression de la proteine d'interet 
dans les plantes transgeniques regenerees 

Ainsi qu'il est decrit dans la demande de brevet WO 94/13790, 
incorporee par reference, des techniques de Western blot et de mesure de Tactivite 
chitinolytique sur des extraits bruts de proteines de plantes transformees, 
permettent de confirmer 1'expression correlee de l'endochitinase avec celle de 
T oxalate oxydase. 

La preparation des extraits bruts de proteines de plantes transformees est 
effectuee selon la methode suivante : les fragments de tissus (cals et feuilles de 
plantes) ont ete congeles dans 1' azote liquide, reduits en poudre et stockes a 
-20°C 
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Pour la realisation d'electrophoreses, l'oxalate oxydase est extraite 
directement a partir de la poudre vegetale par le tampon de charge de Laemmli 
(ref. ci-apres). 

Pour les dosages d'activite oxalate oxydase, Textrait enzymatique est 
realise par mise en suspension de la poudre vegetale dans un tampon succinate 
0,05 M, pH 4. 

Pour les dosages de proteines, l'extrait vegetal, en suspension dans le 
tampon succinate ci-dessus, est centrifuge a 10 000 g pendant 5 min. 

La concentration des proteines totales est determinee sur les surnageants, 
appeles ci-apres les extraits bruts de proteines, en suivant la technique de 
Bradford, Anal. Biochem., (1976), 72, 248-254). 

Les experiences de Western blot ou de mise en evidence de Tactivite 
chitinolytique suivent les protocoles suivants : 

a) Immunodetection de la chitinase hybride (Western blot) 

On soumet les extraits bruts de proteines a un Western blot, technique 
bien connue de Fhomme du metier et decrite par Towbin et al. (Proc. Ntl. Acad. 
Sci. USA, (1979), 76, 4350-4354), qui comprend notamment les etapes suivantes : 

- denaturation par chauffage a 100°C pendant 10 min dans un tampon, 
denomme tampon de charge, constitue de Tris 0,1 25M, pH6,8, SDS 4%, bleu de 
bromophenol 0,002%, glycerol 20%, p-mercaptoethanol 10% (selon le protocole 
decrit par Laemmli U.K, Nature, (1970), 227, 680-685), suivie d'une 
centrifugation a 10 OOOg ; 

- separation electrophoretique des differentes proteines contenues dans le 
solubilisat selon le protocole decrit par Laemmli ; 

- electrotransfert desdites proteines contenues dans le gel sur une 
membrane en PVDF (selon la technique de Towbin et al., ref. ci-dessus). 

L' immunodetection est realisee selon le protocole qui comprend les 
etapes suivantes : 

- saturation de la membrane PVDF (fluorure de polyvinylidene) sur 
laquelle les proteines ont ete transferees par incubation pendant au minimum 2 h a 
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37 °C dans une solution de gelatine a 3% dans du tampon phosphate salin 
contenant 0,05 % de detergent Tween 20. 

- incubation (pendant 1 h a 37 °C) en presence de 1'immunserum prepare 
precedemment (contenant les anticorps polyclonaux reconnaissant la proteine 

5 recombinante), dilue au 1/1 0 000 dans du tampon phosphate salin. 

- 3 lavages dans du tampon phosphate salin contenant 0,05% de detergent 
Tween 20. 

L' immunodetection de la proteine d'interet est realisee grace a un 
immunserum contenant des anticorps polyclonaux reconnaissant la proteine 
10 hybride a activite chitinase (cf. WO 92/01792 exemple 5, incorpore par reference). 

Le complexe antigene-anticorps est ensuite revele a Taide d'un systeme 
streptavidine-biotine conjugue a la phosphatase alcaline avec le kit RPN 23 
d'Amersham (« Blotting detection kit »), utilise selon les indications du fabricant. 

L'empreinte obtenue montre, pour les feuilles de plantes de tabac 
15 transformees par le plasmide pPH106, la presence d'une proteine de poids 
molecuiaire apparent d'environ 26 ± 6 kDa reconnue par les anticorps 
polyclonaux et absente des feuilles des plantes temoins. Cette proteine a le meme 
poids molecuiaire apparent que la proteine hybride a activite chitinase decrite dans 
la demande WO 92/01792/ 
20 b) Mise en evidence de l 1 activite chitinolytique de la proteine 

recombinante. 

L'activite chitinolytique des extraits bruts de proteines de feuilles de 
plantes transformers par le plasmide pPH106 et d'extrait brut de proteines de 
feuilles de plantes non transformees, peut etre mesuree selon la methode suivante. 
25 L' activite endochitinase de la proteine est mesuree par une methode 

radiochimique permettant d'estimer la quantite de monomeres ou d'oligomeres 
liberes par r enzyme a partir d'un substrat (la chitine tritiee). Cette methode, 
decrite par Molano et al. Anal. Biochem., (1977), 83, 648-656), est resumee ci- 
apres. 
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A un volume d'extrait proteique de 10 }il sont ajoutes 50 \i\ d'une 
suspension de chitine tritiee d'activite specifique 0,58 MBq/ml. Le volume final 
est ajuste a 300 |nl avec du tampon d'acetate de sodium 0,2 M de pH 5,0. 
Apres 90 min d'incubation a 30°C, la reaction d'hydrolyse de la chitine est arretee 

5 par IOOjj.1 d'acide trichloracetique a 20%. Les tubes reactionnels sont ensuite 
centrifuges pendant 10 min a 12 000 g> Une partie aliquote de 100 jj.1 de 
surnageant renfermant les oligomeres solubles de chitine est prelevee et la 
radioactivite correspondante est mesuree par scintillation liquide en presence de 
5 ml de melange scintillant. On exprime 1' activite chitinolytique specifique en 

10 dpm/jig de proteine. 

On constate que les extraits de plantes transformes par le plasmide 
pPH106 ont une activite chitinolytique significativement superieure a celle de 
Textrait de plantes temoin. la selection par test colorimetrique permet done 
d'obtenir des plantes exprimant un gene d'interet, en roccurrence le gene hybride 

15 codant pour une proteine a activite chitinase decrit dans la demande de brevet 
WO 92/01792. 

Une variante de l'ADN recombinant sus-decrit peut etre obtenue en 
substituant le promoteur 35S du virus de la mosa'fque de chou-fleur par le 
promoteur du gene EF-la d'Arabidopsis, en amont de Tun ou des deux genes 
20 precedemment decrits. 

Selon le meme procede, des plantes de chou-fleur, tournesol, tabac et 
tomate transgeniques peuvent etre obtenues. 

Exemple 3 : Utilisation et induction d'un promoteur inductible 

25 II est possible d'utiliser preferentiellement un promoteur inductible dans 

des situations de stress (par exemple choc thermique, blessure, choc hormonal, 
eliciteur biotique ou abiotique ou infection bacterienne, fongique ou virale), qui 
s'exprime a un niveau soutenu dans les differents organes et tissus d'un vegetal, 
notamment les racines et la meristeme d'une plante. 

30 Dans cet exemple, on a utilise le promoteur inductible au stress qui 

comprend la sequence d'ADN (sequence B precedee de la sequence C) [SEQ ID 
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N° 4 precedee de SEQ ID N°5] ou une sequence presentant un degre d'homologie 
eleve avec cette sequence, telle que decrite dans la demande W094/21793 
incorporee par reference. Ce promoteur est denomme ci-apres p246-C. 
3-1 Preparation des vecteurs de transformation 
a) Construction promoteur inductible-oxalate oxydase 
Le vecteur pPHlOO decrit dans l'exemple 1-1 a) est ouvert a l'aide des 
enzymes de restriction Hindlll et BamHI, puis le fragment de 13500 paires de 
bases environ correspondant a la partie codante de 1' oxalate oxydase suivie du 
terminateur NOS dans le vecteur pBIN19, est purifie par electrophorese sur gel 
d' agarose. 

Le vecteur pPH118 obtenu par insertion, selon les precedes bien connus 
de l'homme du metier, du promoteur inductible au stress p246-C defini ci-dessus 
dans le plasmide pTZ19R commercialise par PHARMACIA, a ete ouvert a l'aide 
des memes enzymes de restriction. Apres une electropliorese sur gel d'agarose, le 
fragment Hindlll-BamHI de 1275 pb environ est isole et purifie. II correspond a la 
sequence B precedee de la sequence C du promoteur inductible telle que decrites 
ci-dessus et dans la demande W094/21793. 

La ligation de la sequence promotrice ainsi obtenue au vecteur HindHI- 
BamHI ci-dessus met la partie codante de l'oxalate oxydase sous le controle du 
promoteur inductible et du terminateur NOS ; le vecteur binaire ainsi cree est 
appele p643. La construction de ce vecteur est illustree sur la figure I annexee. 
3-2 Transformation et selection 

La transformation du colza est realisee selon le protocole decrit ci-dessus 
a l'exemple 1-1. Les racines transformees exprimant le gene d'oxalate oxydase 
sont selectionnees comme decrit precedemment et mises a regenerer. Apres un 
choc hormonal, un cal se forme a partir des racines et produit des bourgeons qui 
sont ensuite repiques pour donner des plantes. Ces plantes sont transferees en serre 
apres une periode d'acclimatation. 

Selon ce meme protocole des plantes de tabac, tomate et chou-fleur 

peuvent etre obtenues. 
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Exemple 4 : Selection des transformants par un test cQlorimetrique sur 
milieu liquide ou empreinte de boite de milieu gelose ou membrane, 

L'oxalate oxydase pouvant diffuser a partir du lieu ou elle est exprimee, il est 
5 possible d'utiliser d'autres supports que la racine pour realiser le test 
colorimetrique. 

4-1. Milieu liquide 

La selection des transformants porteurs du gene codant pour la genuine de 
ble peut etre realisee directement sur le milieu de culture in vitro apres elimination 
10 des agrobacteries. Apres avoir ote les jeunes plantes decrites au point c) de 
Texemple 1 § 1.1, on ajoute au milieu de culture ou a un echantillon preleve de 
celui-ci, le melange reactionnel "oxalate oxydase" puis Ton procede comme decrit 
a 1'exempie 1 pour favoriser la reaction enzymatique et reveler les produits ainsi 
obtenus. 

15 4-2. Empreinte sur membrane 

a) Tri de jeunes plantes 

Des graines de colza transgeniques obtenues selon Texemple 1, §1.1, sont 
sterilisees en surface et mises a germer dans une boite de matiere plastique dont le 
fond est recouvert de plusieurs epaisseurs de papier filtre et d'une membrane en 

20 PVDF, Hybond C ou nitrate de cellulose, classiquement utilisees pour la 
realisation de Western blots. Les graines sont disposees sur la membrane, sur une 
grille permettant de reperer leur position. La membrane est mouillee a Taide d'eau 
sterile ; la boite est ensuite fermee et placee dans une enceinte de culture pendant 
huit jours environ. Lorsque les racines des jeunes germinations sont longues de 1 a 

25 2 cm, les plantules sont transferees dans une autre boite, sur un papier filtre 
mouille, en respectant la position qu'elles avaient sur la membrane. 

La membrane est ensuite revelee selon une variante du protocole decrit a 
Texemple 1 §1.1 : 

la membrane est mise a incuber a 37°C pendant une heure, apres avoir ete 
30 imbibee du melange reactionnel « oxalate oxydase » (oxalate de Na 0,015 M 

dans un tampon succinate pH 4, 0,05M), 
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- la membrane est revelee par l'addition du substrat (compose phenolique ou 
amine aromatique) et par exemple de 4-chloro- 1 -naphtol, a 0,03% dans 
l'ethanol absolu et une solution de peroxydase a 0,0006 % dans le tampon 
Tris-HCl pH 7,6 ; 50 mM. Cette revelation est poursuivie 2 heures a 37°C. 
5 Les empreintes sur la membrane de racines de plantes exprimant 1'oxalate oxydase 
se colorent en bleu, ce qui permet de reperer les transformants a conserver. 

b) Tri sur empreintes realisees a partir de coupes de tissus 
Differents organes de plantes (feuilles, petioles, racines, pieces florales...) 
transformees selon les etapes decrites a l'exemple 1, sont preleves. Sur ces 
10 echantillons frais, une section est realisee a l'aide d'un scalpel et la surface de 
coupe est fermement appliquee contre la surface d'une membrane de 
nitrocellulose. Apres un sechage a l'air de quelques minutes, la revelation de la 
membrane est effectuee comme decrit ci-dessus. 

15 Exemple 5: Utilisation d'un promoteur speci fiaue de la graine. 

Le systeme de revelation immediat sur racine est particulierement interessant dans 
le cas ou le gene d'interet est exprime a un stade tardif du developpement, comme 
dans la graine par exemple. 

5-1 Preparation des vecteurs de transformation 
20 Un premier vecteur contenant une sequence nucleique codant pour une 

lipase sous controle du promoteur PGEA1 d'Arabidopsis thaliana, specifique de 
la graine (Gaubier et al., 1993 cite precedemment) a ete obtenu selon les methodes 
de clonage connues de l'homme du metier a partir des sequences dont les 
informations sont disponibles dans Genbank : la sequence U02622 de 1641 
25 nucleotides codant pour une lipase 1 de Geotrichum candidum- souche ATCC 
34614 a ete placee sous controle de la sequence nucleotidique promotrice PGEA1 
d'Arabidopsis thaliana (Z11158, 1659 nucleotides) et fusionnee au terminateur 
Nos, dans un plasmide pBluescript. 

Comme decrit au point d) de l'exemple 2 § 2.1, le fragment obtenu ci- 
30 dessus a ete ligue a l'aide de l'ADN ligase T4 au gene codant pour 1'oxalate 
oxydase dans un vecteur binaire pBIN19 pour l'etape de transformation. 
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5-2 Transformation et selection 

La transformation du colza est realisee selon le protocole decrit a 
Texemple 1 a l'aide du vecteur derive de pBIN19 decrit ci-dessus et la selection 
des transformants est realisee des la formation des racines, selon Tune des 
methodes decrites a Texemple 1 ou Texemple 4. 

Les resultats montrent qu'il est possible, selon le systeme de revelation 
immediate au stade racine de Tinvention, de selectionner tres tot des transformants 
qui expriment normalement le gene d'interet a un stade tardif du developpement 
(graine) ou dans organe vegetatif autre que celui sur lequel la selection a ete 
realisee. 

Des plantes de tabac, tomate et chou-fleur peuvent egalement etre obtenues 
selon un protocole semblable. 
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REVINDICATIONS 

1- Procede d'obtention de plantes transgeniques exprimant une proteine 
a activite productrice de H2C>2 5 caracterise en ce qu'il comprend les etapes 

5 suivantes de ; 

(a) transformation de cellules vegetales par Agrobacterium 
rhizogenes contenant un vecteur porteur d'un gene codant pour une proteine 
productrice de H2O2 dans un contexte qui permet son expression dans le vegetal ; 

(b) selection des transformants qui contiennent et expriment ce gene 
10 par un test colorimetrique a la peroxydase ; 

(c) regeneration des plantes a partir des racines selectionnees et 
controle de 1' expression des plantules obtenues par un test colorimetrique a la 
peroxydase ; 

(d) tri phenotypique et eventuellement analyse moleculaire de la 
15 descendance des plantes transgeniques, permettant la selection ou la confirmation 

des plantes transgeniques obtenues contenant seulement le transgene et non 
l'ADN-T propre a A. rhizogenes, 

2- Procede d'obtention de plantes transgeniques exprimant un gene 
d'interet et un gene codant pour une proteine a activite productrice de 

20 H202 ? caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes de : 

(a) transformation de cellules vegetales par Agrobacterium rhizogenes 

contenant un ADN recombinant comprenant a la fois un gene codant la proteine 

productrice de H2O2 et un gene codant pour une proteine d'interet dans un 

contexte permettant leur expression dans le vegetal ; 
25 (b) selection des transformants qui contiennent le gene codant pour la 

proteine d'interet par un test colorimetrique a la peroxydase ; 

(c) regeneration de plantes a partir des transformants selectionnes et 

controle de Texpression des plantules obtenues par un test colorimetrique a la 

peroxydase ; 
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(d) tri selon le phenotype et eventuellement analyse moleculaire de la 
descendance des plantes transgeniques pour selectionner ou confirmer les plantes 
contenant seulement le transgene et non l'ADN-T propre 2. A. rhizogenes. 

(e) purification, le cas echeant de la proteine d'interet produite. 

5 3- Procede selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 

test colorimetrique a l'etape (b) est effectue surun echantillon de la racine. 

4- Procede selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 
test colorimetrique a l'etape (b) est effectue sur milieu liquide d'incubation apres 
elimination des agrobacteries. 

10 5. p r ocede selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise 

en ce que le test colorimetrique a l'etape (b) est effectue sur l'empreinte laissee 
par les explants transformes sur un milieu gelose ou sur une membrane. 

6- Procede selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la 
selection a l'etape (b) est realisee en presence d'une concentration saturante en 

15 substrat. 

7- Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la concentration 
saturante en substrat est comprise entre 5 et 50 mM. 

8- Procede selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 
test colorimetrique a l'etape (c) est effectue sur un echantillon de tissu vegetal des 

20 plantules obtenues. 

9- Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que le gene d'interet 
est un gene d'interet qui s'exprime a un stade tardif du developpement. 

10- Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterise 
en ce que les cellules vegetales sont des cellules vegetales provenant d'une espece 

25 de grande culture choisie parmi le colza, le chou-fleur, le tournesol, le ble, le mais, 
l'orge, le tabac, ou d'une espece potagere telle que la tomate. 

11- Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterise 
en ce les cellules vegetales sont des cellules de cotyledons, d'hypocotyles ou de 
hampes florales. 
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12- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 1, caracterise 
en ce que les cellules vegetales ne produisent pas d'oxalate oxydase de fagon 
endogene. 

13- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise 
5 en ce que la proteine d'interet est une endochitinase. 

14- Parties de plantes et/ou plantes susceptibles d'etre obtenues par le 
procede selon Tune des revendications 1 a 13. 

15- Parties de plantes et/ou plantes selon la revendication 14, 
caracterisees en ce qu'elles sont choisies parmi le colza, le chou-fleur, le 

10 tournesol, le ble, le ma'fs, Torge, le tabac et la tomate. 
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Selon la classtflcatJon hTtematfonale dee brevets (CIB) ou a la fete aek>n ia dassrflcatlon natfonale et la CIB 



a DOMA1NE8 8UR LESQUEL8 LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mirsmaie consuttee (systeme de dasstflcatlon sutvi dee symbotee de dassernent) 

CIB 7 C12N A01H 
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C DOCUMENTS CONSIDERES COHME PERTINEHTS 



Cat6gode° Identification dee documents cttee, avec, le cas echeant llnolcation dee passagee pertinents 



no. des revendcations vtsees 



HATAMOTO, H., ET AL. : "Recovery of 
morphologically normal transgenic tobacco 
from hairy roots co-transformed with 
Agrobacterlum rhlzogenes and a binary 
vector plasmld" 
PLANT CELL REPORTS, 

vol. 9, 1990, pages 88-92, XP002107166 
le document en entler 

WO 94 13790 A (SANOFI ELF ;ELF AQUITAINE 
(FR); PIGNARD ANNIE (FR); GREZES BESSET) 
23 ju1n 1994 (1994-06-23) 
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page 8, Hgne 1 - I1gne_2l 

EP 0 262 972 A (PLANT CELL RES INST) 
6 avrll 1988 (1988-04-06) 
page 6 -page 8 



1-3,8, 
10-15 



1-3,8, 
10-15 



1-15 
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postefieurement a la date de priortte revendquee 



T document utterieur pubi6 apree la date de depot IntematJonal ou la 
date de priortte et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent mala cite pour comprendre le prtnclpe 
ou latheone constttuant la base de [Invention 

"X" document paitkxJerement pertinent; Tlnven tlon revendlque> ne peut 
etre ccnaWeree comme nouvetle ou c«mrne Inplq^am ur» acttvtte 
Inverrttve par rapport au document coneJdere Isdement 

"Y" document partkaJerement pertinent; Thwen Hon revendlouee 

ne peut etre considered comme Irnpllquant une acbVtte bventtve 
torsque le document est assocle a un ou piusieura autres 
documents de meme nature, cette oombsiaison etant evldente 
pour une persome du metier 
document qui rah partfe de la meme famlle de brevets 
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A 


D/Mfl TCD M C" fT Al • n TD AUCCADII ATT All ftF 

BUULILK 11 L LI AL: 1 KANarUKMAi ION UP 
BRASSICA NAPUL L. (OILSEED RAPE) USING 
AGROBACTERIUN TUMEFACIENS AND 
AGROBACTERIUN RHIZOGENES - A COMPARISON" 
PLANT SCIENCE, 

vol. 70, 1990, pages 91-99, XP000775906 

ISSN: 0168-9452 
1e document en entler 


1—15 


A 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 121, no. 23, 

5 decembre 1994 (1994-12-05) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 276934, 

Ucdd 9 n. J, li al.: expression ot uiUb in 

primary transformants and segregation 

patterns of GUS, TL- and TR-DNA 1n the Tl 

generation of hairy root transformants of 

Lotus cornlculatus" 

XP002107276 

abrege 

6 TRANSGENIC RES. (1994), 3(4), 232-40, 


1-15 


A 


SHAHIN, E.A., ET AL.: "Transformation of 
cultivated tomato by a binary vector 1n 
Agrobacterlum rhlzogenes: transgenic 
plants with normal phenotypes harbor 
binary vector T-DNA, but no R1-plasm1d 
T-DNA" 

THE0R. APPL. GENET. , 

vol. 72, no. 6, 1986, pages 720-777, 

XP002107167 

cite dans la demande 

le document en entler 


1-15 


A 


SIMPSON, R.B., ET AL. : "A disarmed binary 
vector from Agrobacteri urn tumefaciens 
functions 1n Agrobacterlum rhlzogenes" 

Dl AUT MAI rr^lll AD DTfll A/*V 

PLANT MOLECULAR BIOLOGY, 

vol. 6, 1986, pages 403-415, XP002107168 

le document en entler 


1-15 


A 

A 


WO 9/ J/012 A vKE.fc.5E PAUL KONRAU ;SUR1N 
BRIAN PETER (AU); SHAHJAHAN ALI (AU); UNI) 
9 octobre 1997 (1997-10-09) 
le document en entler 


1-15 


A 


EP 0 716 147 A (JUJ0 PAPER CO LTD) 
12 juln 1996 (1996-06-12) 
le document en entler 


1-15 
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EP 0 687 730 A (JAPAN TOBACCO INC) 
20 decembre 1995 (1995-12-20) 
le document en entler 
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ZHANG Z ET AL: "Germin-Uke oxalate 
oxidase, a H202-produc1ng enzyme, 
accumulates 1n barley attacked by the 
powdery mildew fungus" 
PLANT JOURNAL, 

vol. 8, no. 1, 1995, pages 139-145, 
XP002084833 

ISSN: 0960-7412 
page 144, colonne de gauche 

WO 92 01792 A (ELF AQUITAINE ;SAN0FI SA 
(FR)) 6 fftvrler 1992 (1992-02-06) 
c1t6 dans la demande 
exemples 8-11,13 

DATABASE SCISEARCH 'Online! 
AN 96:394736, 

GRISON, R., ET AL.: "FIELD TOLERANCE TO 

FUNGAL PATHOGENS OF BRASS ICA-NAPUS 

CONSTITUTIVELY EXPRESSING A CHIMERIC 

CHITINASE GENE" 

XP002107279 

abrege 

& NATURE BIOTECHNOLOGY, (MAY 1996) VOL. 
14, NO. 5, PP. 643-646., 

WO 98 51806 A (PIONEER HI BRED INT ; VIANG 
LIJUAN (US); BIDNEY DENNIS L (US); SCELO) 
19 novembre 1998 (1998-11-19) 
le document en entler 
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POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n° 
PCT/FR99/02412 
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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivapts: 

I Base du rapport 

II □ Priorite 

□ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

□ Absence d'unite de I'invention 

El Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

S Certains documents cites 

□ Irregularites dans la demande internationale 

□ Observations relatives a la demande internationale 



III 

IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

26/04/2000 



Date d'achevement du present rapport 
29.01.2001 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international; 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Celler, J 

N° de telephone +49 89 2399 7336 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande Internationale n° PCT/FR99/02412 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a 6t§ r£dig6 sur la base des 6l6ments ci-apr£s (les feuifles de remplacement qui ont 6t6 remises £ 
/'office r6cepteur en r6ponse £ une invitation faite conformSment £ /'article 14 sont consid6r6es dans ie present 
rapport comme "initialement d6pos6es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'efles ne contiennent 
pas de modifications (r&gles 70. 16 et 70.17).) : 

Description, pages: 

1-27 version initiale 

Revendications, N°: 

1-15 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/1 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a ta disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la r£gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 



□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a 6\e fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) Quillet 1998) 



55.3). 



sequences : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 05 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6t6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t§ consid6r6es 
comme allant au-del& de l'expos§ de I'invention tel qu'il a 6t6 d6pos6, comme il est indiqu6 ci-apr£s (rfegle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquge au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-13 

Non : Revendications 14 et 15 

Activite inventive Oui : Revendications 1-13 

Non: Revendications 14et15 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-15 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publies (regie 70.10) 
et / ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 
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Cone rnant I point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 



La presente demande de brevet concerne un procede d'obtention de plantes 
transgeniques. Le procede de la demande utilise la selection des plantes 
transformees qui expriment un gene codant pour une proteine a activite 
productrice de H 2 O z par un test colorimetrique a la peroxydase. Les parties de 
plantes et/ou plantes, caracterisees en ce qu'elles expriment un gene codant pour 
une proteine d'interet, sont susceptibles d'etre obtenues par le procede selon la 
presente demande. La protection est aussi demandee pour les parties de plantes 
et les plantes. 



II est fait reference aux documents suivants: 

D1: WO 94 13790 A (SANOFI ELF ;ELF AQUITAINE (FR); PIGNARD 

ANNIE (FR); GRE2ES BESSET) 23 juin 1994 (1994-06-23) cite dans la 
demande 



D2: ZHANG Z ET AL: 'Germin-like oxalate oxidase, a H202-producing 

enzyme, accumulates in barley attacked by the powdery mildew fungus' 
PLANT JOURNAL, vol. 8, no. 1, 1995, pages 139-145, XP002084833 
ISSN: 0960-7412 



L'objet des revendications 14 et 15 concerne des parties de plantes 
transgeniques et des plantes transgeniques. Les parties de plantes transgeniques 
et les plantes transgeniques de la presente invention sont susceptibles d'etre 
obtenues par un procede de selection qui utilise I'activite enzymatique productrice 
de H 2 0 2 , par exemple I'oxalate oxydase. Cela concerne celles contenant un ADN 
recombinant comprenant un gene d'interet, par exemple endochitinase et/ou le 
gene codant pour la proteine enzymatique productrice de H 2 0 2 . 
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Le document anterieur D1 decrit une utilisation de I'oxalate oxydase dans un 
systeme de pression selective des transformantes. Les parties de plantes 
transgeniques et les plantes transgeniques sont susceptibles d'etre obtenues par 
le systeme de pression selective de D1 contenant un ADN recombinant 
comprenant un gene d'interet, endochitinase et/ou le gene codant pour I'oxalate 
oxydase. (Exemple, p. 28, "Mise en evidence de I'expression de la proteine a 
activite endochitinase dans les tabacs transgenique selectionnee sur acide 
oxalique"). Les parties de plantes transgenique et les plantes transgeniques 
constituant I'objet des presentes revendications 14 et 15 sont done identiques a 
celles qui sont decrites dans D1 . Les revendications ne sont done pas 
considerees comme nouvelles (article 33(2) PCT). 

L'objet des revendications 1-13 concerne un procede d'obtention de plantes 
transgeniques. Le procede utilise la selection des plantes transformantes qui 
expriment un gene codant pour une proteine a activite productrice de H 2 0 2 par un 
test colorimetrique a la peroxydase. D1 decrit un procede d'obtention des plantes 
transgeniques qui utilise I'activite enzymatique productrice de H 2 0 2 . Mais, l'objet 
des revendications 1-13 differe de celui de D1 : le procede selon D1 utilise, pour 
selectionner des cellules transgeniques, I'activite enzymatique susceptible de 
degrader I'acide oxalique et n'utilise pas de test colorimetrique a I'activite 
enzymatique productrice de H 2 0 2 . Le probleme que se propose de resoudre la 
presente invention peut done etre considere comme etant une mise a disposition 
alternative de procede d'obtention des plantes transgeniques. Le procede de la 
presente invention est un procede avantageux comme est decrit a la page 3 de la 
presente demande de brevet. Bien que D2 decrit un test colorimetrique a la 
peroxydase, les documents anterieur, D1 et D2, n'encourageaient pas I'homme 
du metier a utiliser un test colorimetrique pour la selection des plantes 
transformees. Done, l'objet des revendications 1-13 est considere comme 
nouveau et inventif selon article 33(2) et (3) PCT. 
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International application No. 

PCT/FR99/02412 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages \^]_ , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of , 

pages , filed with the letter of . 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-15 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/1 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims. Nos. 



1 1 the drawings, sheets/fig 



3. I""] This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-13 



14 and 15 



1-13 



14 and 15 



1-15 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

The present patent application concerns a method for 
obtaining transgenic plants. The method of the 
application selects transformed plants expressing a gene 
coding for a protein having H 2 0 2 -producing activity by a 
peroxidase colorimetric test. Plant parts and/or plants, 
characterised in that they express a gene coding for a 
protein of interest, can be obtained by the method as per 
the present application. Protection is also requested for 
the plant parts and the plants. 

The following documents are referred to: 

Dl: WO 94 13790 A (SANOFI ELF; ELF AQUITAINE (FR); 
PIGNARD ANNIE (FR) ; GREZES BESSET)" 23 June 1994 
(1994-06-23), cited in the application 



D2 : ZHANG Z ET AL : " Germin-li ke oxalate oxidase, a 
H2C>2-producing enzyme, accumulates in barley^' 
attacked by the powdery mildew fungus'' PLANT 
JOURNAL, vol. 8, no. 1, 1995, pages 139 to 145, 
XP002084833 ISSN: 0960-7412 



The subject matter of Claims 14 and 15 concerns transgenic 
plant parts and transgenic plants. The transgenic plant 
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parts and the transgenic plants of the present invention 
can be obtained by a selection method which uses the H 2 0 2 - 
producing enzymatic activity, for example, of oxalate 
oxidase. It concerns those which contain a recombinant 
DNA comprising a gene of interest, for example 
endochitinase and/or the gene coding for the enzymatic 
protein producing H 2 0 2 . 



Prior document Dl describes a use of oxalate oxidase in a 
system of selectively pressing transf ormants . The 
transgenic plant parts and the transgenic plants can be 
obtained by the selective pressing system of Dl containing 
a recombinant DNA comprising a gene of interest, 
endochitinase and/or the gene coding for oxalate oxidase. 
(Example, p. 28, "Revealing the expression of the protein 
with endochitinase activity in transgenic tobaccos, 
selected on oxalic acid"). The transgenic plant parts and 
the transgenic plants which are the subject matter of the 
present Claims 14 and 15 are thus identical to those 
described in Dl . The claims are therefore not considered 
to be novel (PCT Article 33 (2)). 



The subject matter of Claims 1 to 13 concerns a method for 
obtaining transgenic plants. The method uses the 
selection by a peroxidase colorimetric- test of 
transformant plants which express a gene coding for a 
protein having H 2 0 2 -producing activity. Dl describes a 
method for obtaining transgenic plants using the H 2 0 2 - 
producing enzymatic activity. But the subject matter of 
Claims 1 to 13 differs from that of Dl : to select 
transgenic cells, the method as per Dl uses the enzymatic 
activity capable of breaking down oxalic acid and does not 
use a colorimetric test for the H 2 0 2 -producing enzymatic 
activity. The problem which the present invention sets 
out to solve may therefore be considered to be that of 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



jjf^^rnational application No. 

INTERNATIONAL PReHmINARY EXAMINATION REPORT IT^ /m 0 n , n 0 - - 0 

xrL. 1 / r K y y / Uz4 1^: 



providing an alternative method for obtaining transgenic 
plants. The method of the present invention is 
advantageous as described on page 3 of the present patent 
application. Although D2 does describe a peroxidase 
colorimetric test, the prior documents, Dl and D2, did not 
encourage a person skilled in the art to use a 
colorimetric test for selecting transformed plants. 
Therefore, the subject matter of Claims 1 to 13 is 
considered to be novel and inventive as per PCT Article 
33 (2) and (3) . 
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